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弥漫性脑损伤后ＳＤ大鼠内耳ＨＯ－１、
ｉＮＯＳ蛋白与ｍＲＮＡ的表达
付兴华　邓艳丽　卢鹤翔　张　萍　孙瑞军
刘　颖　赵君晖　顾洪兰　韩　莉　张再兴＊

　　摘要　目的　利用 Ｗｅｓｔｅｒｎ　Ｂｌｏｔ、ＲＴ－ＰＣＲ技术，探讨ＳＤ大鼠弥漫性脑损伤后，耳蜗 ＨＯ－１、ｉＮＯＳ
蛋白与ｍＲＮＡ表达及对ＡＢＲ的影响。方法　建立弥漫性脑损伤大鼠模型并随机分组，采用听性脑干反
应测定、Ｗｅｓｔｅｒｎ　Ｂｌｏｔ、ＲＴ－ＰＣＲ技术，观察各组动物听性脑干反应变化及耳蜗 ＨＯ－１与ｉＮＯＳ的表达。

结果　外伤后各组ＡＢＲ阈值及各波潜伏期、波间期比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。ＨＯ－１、ｉＮＯＳ蛋
白与ｍＲＮＡ在外伤后各组耳蜗内表达变化明显，光密度值比较均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论　耳蜗
功能的改变可能与 ＨＯ－１与ｉＮＯＳ蛋白与 ｍＲＮＡ表达升高有关，认为 ＨＯ－１、ｉＮＯＳ基因与蛋白水平的
改变，在内耳损伤与抗损伤机制中二者共同构成了重要调节机制。

　　关键词　弥漫性脑损伤；ＨＯ－１；ｉＮＯＳ；耳蜗；Ｗｅｓｔｅｒｎ　Ｂｌｏｔ；ＲＴ－ＰＣＲ；听性脑干反应

　　弥漫性脑损伤（ｄｉｆｆｕｓｅ　ｂｒａｉｎ　ｉｎｊｕｒｙ，ＤＢＩ）后常
伴随着并发症的发生，听力损伤即其中之一，发生率
在７％～５０％［１］。目前就血红素加氧酶－１（Ｈｅｍｅ
Ｏｘｙｇｅｎａｓｅ－１，ＨＯ－１）与一氧化氮合酶（ｎｉｔｒｉｃ　ｏｘ－
ｉｄｅ　ｓｙｎｔｈａｓｅ，ｉＮＯＳ）在ＤＢＩ导致内耳听功能损伤方
面的研究，国内外鲜见报道。我们采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ
Ｂｌｏｔ、ＲＴ－ＰＣＲ技术对 ＤＢＩ致内耳听功能损伤后
ＨＯ－１与ｉＮＯＳ的蛋白与ｍＲＮＡ表达进行了研究，
从蛋白与 ｍＲＮＡ 角度了解 ＨＯ－１、ｉＮＯＳ表达与
ＤＢＩ之间的关系，进一步探讨ＤＢＩ致内耳损伤的发
生机制。

１　材料与方法
１．１　实验动物及分组　健康雄性ＳＰＦ级ＳＤ大鼠
１５０只，体重在２５０～２７０ｇ，随机分为五组，正常对照
组和外伤１周组、２周组、３周组、４周组，每组各３０
只。实验动物由中国医学科学院实验动物研究所提
供（编号：ＳＣＸＫ（京）２００６－０００３），实验大鼠均在
ＳＰＦ级动物饲养中心，应用Ｃｏ６０辐照饲料分笼饲
养。

１．２　模型的制作与听功能检测　参考Ｆｅｅｎｅｙ法［２］

复制动物模型，按正常组、１，２，３，４周组时间点，采用
美国ＩＣＳ　ｍｅｄｉｃａｌ公司生产 ＭＣＶ－９０ＸＰ型听性脑
干反应仪（Ａｕｄｉｔｏｒｙ　Ｂｒａｉｎｓｔｅｍ　Ｒｅｓｐｏｎｓｅ，ＡＢＲ）按
时间点测试ＡＢＲ后断头处死动物，获取耳蜗标本分
别用１０％多聚甲醛固定和－８０℃冰箱保存耳蜗标本
备用。

１．３　主要试剂与仪器　ＨＲＰ耦联的山羊抗兔ＩｇＧ、
山羊抗鼠ＩｇＧ、ＥＣＬ超敏试剂盒、ＲＩＰＡ组织细胞裂
解液、ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒，购于碧云天生物
技术公司。石蜡包埋组织ＲＮＡｏｕＴ试剂盒、双酶一
管式ＲＴ－ＰＣＲ试剂盒ＣＡＴ＃：９１２０２－５０，ＤＮＡ电
泳分子量标准（ＮＡＭＥＴＥＲ），ＨＯ－１上下游引物、

ｉＮＯＳ上下游引物购于北京天恩泽基因科技有限公
司，ＥＰＣ处理的无ＲＮＡ酶水、ＤＮＡＭａｒｋｅｒ，血红素
氧合酶兔抗，货号：ＡＢ１２８４、一氧化氮合酶兔抗，货
号：＃０６－５７３，购于美国密理博（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ）公司，

ＰＣＲ仪 ＭＪ公司ＰＴ－２００型、紫外分光光度计、电
泳仪、酶标仪 、Ｍｏｔｉｃ彩色病理图像分析系统。

１．４　蛋白与ｍＲＮＡ提取
１．４．１　蛋白提取　取内耳标本加ＲＩＰＡ（用前加入
ＰＭＳＦ至终浓度为１ｍｍｏｌ）组织裂解液捣碎，冰上裂
解４０ｍｉｎ，４℃离心１５ｍｉｎ，取上清液－２０℃保存。蛋
白浓度测定：取样本２μｌ，测定样本蛋白浓度，计算每
个样本的蛋白含量；绘制标准曲线，调整样品蛋白量
为３０μｇ，取８０μｌ样品加入５×上样缓冲液２０μｌ，使
成终浓度为１×，混匀后１００℃变性５ｍｉｎ，４０００转离
心５　ｍｉｎ。将制备好的样品２０μｌ加入上样孔中，电
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泳初始电压６０Ｖ，样品入分离胶后电压升至９０Ｖ继
续电泳。至溴酚蓝带泳动到接近胶底部时停止电
泳，用时约２．５ｈ，下胶；冰浴恒压６０Ｖ转膜３ｈ，转膜
完毕后 ５％ 脱脂奶粉封闭 １ｈ。一抗孵育：根据
Ｍａｒｋｅｒ标识裁取 ＧＡＰＤＨ、ＨＯ－１、ｉＮＯＳ条带，并
转入相应含 ＨＯ－１、ｉＮＯＳ与 ＧＡＰＤＨ 的一抗抗体
稀释液（１∶１０００）中４℃过夜。二抗孵育：ＰＢＳ洗膜
３次，每次１０ｍｉｎ。将ＧＡＰＤＨ膜转入 ＨＲＰ标记的
山羊抗鼠抗体稀释液（１∶５０００）中，将 ＨＯ－１、ｉＮＯＳ
膜转入山羊抗兔抗体稀释液（１∶２０００）中，３７℃孵育
１ｈ。ＰＢＳ洗膜３次，每次１０ｍｉｎ。ＥＣＬ 液处理：

ＥＣＬ液覆于膜上反应１ｍｉｎ后压片曝光、显影。应用
Ｍｏｔｉｃ彩色病理图像分析系统成像分析。

１．４．２　ｍＲＮＡ提取　按照石蜡包埋组织ＲＮＡｏｕＴ
试剂盒使用手册提取 ｍＲＮＡ于－８０℃保存，取２μｌ
标本测定总ＲＮＡ浓度，计算总ＲＮＡ含量，决定加
样量。引物系列：ＨＯ－１上游引物序列：ＨＯ－１上
游引物序列：５＇－ＡＧＣＡＴＧＴＴＣＣＣＡＧＧＡＴＧ－３＇，

下游引物序列：５＇－ＧＣＴＣＡＡＴＧＴＴＧＡＧＣＡＣＡ－３
＇，ＮＯＳ 上 游 引 物 序 列：５＇－ ＧＡＧＡＴＣＡＡＴＧ－
ＧＣＡＧＣＴＧＴ－３＇，下游引物序列：５＇－ＡＧＡＡＴＧ－
ＧＡＧＡＴＡＧＧＡＣＧＴ－３＇。ＲＴ－ＰＣＲ：按照双酶一
管式ＲＴ－ＰＣＲ试剂盒使用手册操作，将各组分别
加入反应体系中混匀，置ＰＣＲ仪进行逆转录、扩增，

ＲＴ条件设定为４２℃３０ｍｉｎ，９４℃变性５ｍｉｎ后进入
ＰＣＲ循环，９４℃１ｍｉｎ，５４℃３０ｓ，７２℃３０ｓ，共３０个
循环，最后７２℃延伸１０ｍｉｎ。ＲＴ－ＰＣＲ结束后取
１０μｌ进行电泳。本实验采用聚丙烯酰胺凝胶电泳，

０．１％ ＡｇＮＯ３、２％ Ｎａ２ＣＯ３ 显染。将泳胶浸泡水中
至照相并分析结果。

１．５　图像分析　应用 Ｍｏｔｉｃ　Ｍｅｄ　６．０数码医学图
像分析系统分析各组大鼠耳蜗蛋白、ｍＲＮＡ条带光
密度（Ｏｐｔｉｃａｌ　ｄｅｎｓｉｔｙ　ＯＤ值）。

１．６　统计学方法　应用ＳＰＳＳ　１３．０统计学软件进
行数据分析，各测定值以珚ｘ±ｓ表示，组间差异采用
单因素方差分析，检验水准α＝０．０５。

表１　弥漫性脑外伤ＳＤ大鼠五组Ⅴ波阈值（ｄＢ　ｎＨＬ）、ＰＬ、ＩＰＬ（ｍｓ）比较（珚ｘ±ｓ，ｎ＝６０）

组别 Ⅴ波阈值 Ⅰ波ＰＬ Ⅲ波ＰＬ Ⅴ波ＰＬ Ⅰ－Ⅲ波ＩＰＬ Ⅲ－Ⅴ波ＩＰＬ Ⅰ－Ⅴ波ＩＰＬ

正常对照组 １．１７±２．１３　 ０．６４±０．０５　 ２．１２±０．１１　 ３．９９±０．２１　 １．４８±０．０８　 １．８７±０．１３　 ３．３６±０．１８

ＤＢＩ　１周组 １８．５±７．８３ａ ０．７１±０．０６ａ ２．２８±０．１６ａ ４．３４±０．２４ａ １．５７±０．１３ａ ２．０５±０．１５ａ ３．６２±０．２１ａ

ＤＢＩ　２周组 １７．８３±８．３５ａ ０．６８±０．０５ａｂ　 ２．２３±０．１１ａｂ　 ４．２５±０．１９ａｂ　 １．５４±０．０８ａ ２．０２±０．１７ａ ３．５７±０．１７ａ

ＤＢＩ　３周组 １６．００±７．１２ａｂ　 ０．６８±０．０５ａｂ　 ２．１８±０．１０ａｂ　 ４．１８±０．１７ａｂｃ　 １．５１±０．０８ａ ２．００ａ±０．１１ａｂｃ　 ３．５１±０．１４ａｂｃ

ＤＢＩ　４周组 １５．４２±７．２１ａｂ　 ０．６７±０．０５ａｂ　 ２．１６±０．１２ａｂ　 ４．１５±０．２２ａｂｃ　 １．５０±０．０９ａ １．９８±０．１５ａｂｃ　 ３．４８±０．１９ａｂｃ

Ｆ值 ６４．６６５　 １５．８６８　 １６．２８８　 ２３．６７４　 ８．７９６　 １４．４４１　 １８．６１８

Ｐ值 ０．０００ ０．０００ ０．０００ ０．０００ ０．０００ ０．０００ ０．０００

　　注：ａ与正常对照组比较Ｐ＜０．０５；ｂ与外伤１周组比较Ｐ＜０．０５；ｃ与外伤２周组比较Ｐ＜０．０５

表２　ＨＯ－１与ｉＮＯＳｍＲＮＡ表达组间
比较（ＯＤ值）（珚ｘ±ｓ，ｎ＝６０）

组别
ＨＯ－１ｍＲＮＡ
（ＯＤ值）

ｉＮＯＳｍＲＮＡ
（ＯＤ值）

ＧＡＰＤＨ　 ０．２５±０．０１　 ０．２５±０．０１

正常对照组 ０．３５±０．０５　 ０．２８±０．０１

ＤＢＩ　１周组 ０．４９±０．０３　 ０．３５±０．０３

ＤＢＩ　２周组 ０．４７±０．０１　 ０．３３±０．０１

ＤＢＩ　３周组 ０．４６±０．０５　 ０．３１±０．０３

ＤＢＩ　４周组 ０．４３±０．０４　 ０．３０±０．０１

Ｆ值 １３１．３９６　 ７６．５９４

Ｐ值 ０．０００ ０．０００

　　注：各组比较Ｐ均＜０．０５

２　结果

２．１　ＡＢＲ检测结果　各组实验动物在处死前均行

ＡＢＲ检测，各组实验动物均能清楚测试出 ＡＢＲ　Ｖ
波阈值、波峰潜伏期（Ｐｅａｋ　ｌａｔｅｎｃｙ，ＰＬ）及各波峰间
潜伏期（Ｉｎｔｅｒｐｅａｋ　ｌａｔｅｎｃｙ，ＩＰＬ），并能获取满意数

据。组间比较，外伤后１，２，３，４周组ＡＢＲ　Ｖ波阈值
均明显高于正常对照组，差异有统计学意义Ｐ均＜
０．０５。外伤各组ＰＬ、ＩＰＬ与对照组均明显延长差异
有统计学意义Ｐ均＜０．０５；ＤＢＩ后１周组与２周组
在Ⅰ波ＰＬ、Ⅲ波ＰＬ、Ⅴ波ＰＬ比较；与３周组、４周
组Ｖ波阈值、Ⅰ波ＰＬ、Ⅲ波ＰＬ、Ⅴ波ＰＬ、Ⅲ－Ⅴ
ＩＰＬ、Ⅰ－ⅤＩＰＬ比较；２周组与３周组、４周组Ⅴ波

ＰＬ、Ⅲ－ⅤＩＰＬ、Ⅰ－ⅤＩＰＬ比较，差异有统计学意义
（Ｐ均＜０．０５），见表１。

２．２　ＨＯ－１与ｉＮＯＳ　ｍＲＮＡ、蛋白检测结果　经

ＲＴ－ＰＣＲ　ｍＲＮＡ半定量聚丙烯酰胺凝胶电泳银染
显示条带内参显示清晰，各测试组条带特点：正常对
照组ｍＲＮＡ、蛋白电泳条带显色较弱，而ＤＢＩ各组
条带显色明显，并呈现１　Ｗ－４　Ｗ 组条带显色由深变
浅逐渐过渡现象（图１－６）。ｍＲＮＡ、蛋白电泳条带

ＯＤ值分析，ＨＯ－１与ｉＮＯＳ　ｍＲＮＡ　Ｆ值分别为

１３１．３９６，７６．５９４，ＨＯ－１与ｉＮＯＳ　Ｆ 值分别为

１５１．３０１，５８８．２２５。经单因素方差分析，其 ｍＲＮＡ、

·８０４１· Ｃｈｉｎｅｓｅ　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｃｏａｌ　Ｉｎｄｕｓｔｒｙ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　Ｓｅｐ．２０１２，Ｖｏｌ．１５，Ｎｏ．９



蛋白表达正常对照组与ＤＢＩ各组ＯＤ值之间比较均
有统计学意义Ｐ＜０．０５（表２、３）。

表３　ＨＯ－１与ｉＮＯＳ蛋白表达组间比较
（ＯＤ值）（珚ｘ±ｓ，ｎ＝６０）

组别
ＨＯ－１蛋白
（ＯＤ值）

ｉＮＯＳ蛋白
（ＯＤ值）

ＧＡＰＤＨ　 ０．７７±０．１１　 ０．７７±０．１１

正常对照组 ０．１８±０．０３　 ０．１５±０．０３

ＤＢＩ　１周组 ０．７９±０．２８　 ０．７０±０．０９

ＤＢＩ　２周组 ０．５５±０．１２　 ０．５０±０．０５

ＤＢＩ　３周组 ０．４５±０．０９　 ０．３７±０．０８

ＤＢＩ　４周组 ０．３１±０．０６　 ０．２９±０．０７

Ｆ值 １５１．３０１　 ５８８．２２５

Ｐ值 ０．０００ ０．０００

　　注：各组比较Ｐ均＜０．０５

图１　ＨＯ－１基因ＰＣＲ扩增产物凝胶电泳结果

图２　ｉＮＯＳ基因ＰＣＲ扩增产物凝胶电泳结果

图３　ＧＡＰＤＨ电泳结果

图４　ＨＯ－１蛋白电泳结果

图５　ｉＮＯＳ蛋白电泳结果

图６　ＧＡＰＤＨ 蛋白电泳结果

３　讨论
ＨＯ－１与ｉＮＯＳ二者均为诱导型酶，在生理状

态下不表达［３］，而二者分别可被多种有害刺激所诱
导［４］，如氧化应激反应、炎症、免疫因子等［５］。在我
们以往研究中发现，ＤＢＩ不仅直接造成实验动物的
听觉神经传导通路受到不同程度损伤和耳蜗听功能

损伤外，经免疫组化检测证实，在耳蜗组织内ＤＢＩ同
时也可引起 ＨＯ－１、ｉＮＯＳ的表达增高。就其听力
损失与听觉神经传导通路传导时程延长，经ＡＢＲ检
测发现，ＤＢＩ各组听力损失、ＡＢＲⅤ波阈值、ＰＬ、ＩＰＬ
明显较正常对照组升高与延长，改变以ＤＢＩ后１　Ｗ
组最为明显，但随着时间延长，伤后ＡＢＲⅤ波阈值、

ＰＬ、ＩＰＬ损伤逐渐减轻，Ⅴ波阈值、ＰＬ、ＩＰＬ等虽有缓
解，但仍明显高于正常对照组，同时这与ＨＯ－１、ｉＮ－
ＯＳ上调表达的转归趋势关系相一致，为进一步证实
ＨＯ－１、ｉＮＯＳ上调表达是否与分子水平有关，我们
应用 Ｗｅｓｔｅｒｎ　Ｂｌｏｔ与ＲＴ－ＰＣＲ技术进行了相应研
究与观察。实验结果发现，正常对照组与ＤＢＩ各组
蛋白与ｍＲＮＡ的表达量呈现不一，正常对照组 ＨＯ
－１ｍＲＮＡ表达ＯＤ值为０．３５±０．０５，ｉＮＯＳｍＲＮＡ
表达ＯＤ值为０．２８±０．０１，正常对照组 ＨＯ－１蛋
白表达ＯＤ值为０．１８±０．０３，ｉＮＯＳ蛋白表达ＯＤ值
为０．１５±０．０３，伤后各组ＨＯ－１、ｉＮＯＳ蛋白与ｍＲ－
ＮＡ表达明显高于正常对照组。ＨＯ－１、ｉＮＯＳ蛋白
与ｍＲＮＡ在ＤＢＩ早期耳蜗内呈现高表达状态，结果
分析显示，ＨＯ－１和ｉＮＯＳ蛋白和 ｍＲＮＡ表达，在
ＤＢＩ后随不同时间点而表达的结果不同，特别是
ｍＲＮＡ与蛋白的表达在伤后１　Ｗ 时最为明显，而在
ＤＢＩ后２，３，４周时间点则表达逐渐减弱，表达虽有
下降，但仍较正常对照组表达明显，因此认为蛋白与
ｍＲＮＡ的表达可能与受伤时间点有关。同时表达
变化的过程与耳蜗听觉功能改变形式基本相一致。
认为可能是由于蛋白与ｍＲＮＡ水平出现异常，而直
接导致细胞内 ＨＯ－１、ｉＮＯＳ在细胞内的表达也随
之发生改变，这一变化已在我们以往实验中得以证
实。就两者在体内代谢过程中，ＨＯ－１催化血红素
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生成ＣＯ，而ｉＮＯＳ则在细胞受到各种病理刺激时才
开始表达，使细胞产生大量 ＮＯ［６］，有研究表明 ＮＯ
的病理损伤作用可能是由于它能够和氧自由基反

应，而生成氮的过氧化物，后者的氧化性很强，并
通过阻滞线粒体的呼吸等作用，发挥其细胞毒性作
用，而造成内耳螺旋器内毛细胞、外毛细胞的损
害［７］，而 ＨＯ－１分解血红素，避免了血红素对细胞
的损伤，催化过程中消耗了 Ｏ２，减少了氧自由基生
成．在氧化应激中有效地清除氧自由基，防止细胞脂
质过氧化，而对组织细胞起到保护作用［８］，这可能是
机体一种适应性保护机制，以对抗氧化损伤及维持
细胞凋亡与增殖的平衡［９］，由于 ＮＯ和ＣＯ在理化
性质、分子结构和生物学作用方面有许多相似之处，
两者之间存在着错综复杂的相互作用［１０］，一方面
ＮＯＳ产生的ＮＯ能抑制 ＨＯ的活性；同时，ＮＯ的自
由基性质又能诱导 ＨＯ－１的表达［１１，１２］，由于 ＮＯ、

ＣＯ均能与亚铁血红素发生配位反应［１３］，两者相互
制约与影响，故有学者认为，ＨＯ－１可能通过以下
途径抑制ｉＮＯＳ的活性及产生，减少对组织损伤：①
ＮＯＳ是一种血红素蛋白，活性位点需要两个血红素
分子，而 ＨＯ－１能够降解血红素，从而减少ｉＮＯＳ
的生成；②ＮＯＳ属于细胞色素ｐ４５０蛋白，ｐ４５０又是
ＨＯ－１作用的底物，因此 ＨＯ活性增加能够促进
ＮＯＳ的降解；③ＨＯ－１源性的ＣＯ可以直接与ｉＮ－
ＯＳ结合，减少ｉＮＯＳ产生 ＮＯ自由基；④ＨＯ－ｌ降
解血红素释放的铁能通过核转入而抑制 ＮＯＳ的产
生［１４］。我们观察的结果显示，当ＤＢＩ动物模型出现
耳蜗损伤时，ＨＯ－１、ｉＮＯＳ蛋白与ｍＲＮＡ表达均有
明显升高，而 ＨＯ－１的表达强于ｉＮＯＳ的表达，这
一改变预示着 ＨＯ－１在耳蜗损伤与抗损伤中可能
起到了主导作用，同时两者又共同参与这一过程，由
此认为 ＨＯ－１与ｉＮＯＳ的相互作用已成为机体损
伤与抗损伤的重要因素，由两者共同构成了机体病
生理过程中的重要调节机制。
本实验观察发现，ＤＢＩ不仅可造成耳蜗听觉功

能的损害，而导致听力下降。同时可能会引起耳蜗
组织细胞内 ＨＯ－１与ｉＮＯＳ的基因水平的变化，而
引发相关蛋白合成发生改变。结果显示 ＨＯ－１与
ｉＮＯＳ蛋白和 ｍＲＮＡ表达的变化，可能在ＤＢＩ导致

的内耳损伤机制中发挥着重要作用，总之，有关 ＨＯ
－１、ｉＮＯＳ基因与蛋白水平改变在内耳损伤机制中
的作用还有待更进一步研究与考证。
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